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ABSTRAKT 
Táto bakalárska práca je zameraná na štúdium vplyvu opakovaného procesu zmrazenia 
a rozmrazenia na roztoky hyaluronanu. Práca slúži k zisteniu, či opakovaným vystavovaním 
roztokov hyaluronanu nízkym teplotám, môže dôjsť k zmene usporiadania reťazcov polyméru 
a prípadnému vzniku slabých interakcií medzi jeho jednotlivými reťazcami. V práci bola pre 
tento účel overená použiteľnosť dvoch mikroreologických metód a to jednočasticovej 
mikroreológie a dynamic light scattering. Pre mikroreologické merania boli používané 
polystyrénové častice o priemere 0,5 μm. Bola snaha dokázať zmeny v štruktúre roztokov 
hyaluronanu zmenou závislosti mean square displacement častíc na čase, respektíve zmenou 
viskozity roztokov. Ako sprievodná metóda bola použitá infračervená spektroskopia, ktorá sa 
pre tento účel ukázala ako nevhodná. 
ABSTRACT 
The aim of this bachelor thesis is to study the influence of a repeated freezing and thawing 
process to hyaluronan solutions. The thesis is meant to determine if repeatedly exposing 
hyaluronan solutions to low temperatures may change the arrangement of the polymer chains 
and develop weak interactions between these chains. In the thesis the applicability of the two 
microrheological methods was verified and these were single particle microrheology and 
dynamic light scattering. For microrheological measurements we used polystyrene particles 
with a diameter of 0,5 μm. There was an effort to determine changes in the structure 
of hyaluronan solutions by changing the dependence of mean square displacement of particles 
on time and by changing viscosity of the hyaluronan solutions. Infrared spectroscopy was 
used as the accompanying method but it proved to be unsuitable for this purpose. 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ 
Hyaluronan, mikroreológia, zmrazenie-rozmrazenie 
KEY WORDS 
Hyaluronan, microrheology, freezing-thawing 
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1 ÚVOD 
Hyaluronová kyselina je prirodzenou súčasťou našich tiel a preto má veľké uplatnenie 
v biomedicíne. Nachádza sa v koži, chrupavkách, sklovci oka, či v pupočnej šnúre. Prvé 
prípravky na báze HA boli vyvinuté začiatkom šesťdesiatych rokov minulého storočia a boli 
to prípravky na liečbu kožných lézií [1]. Keďže ľudský organizmus hyaluronan prirodzene 
spracováva a vstrebáva, dnes má hyaluronová kyselina obrovské využitie. 
Niektoré priemyselné, farmaceutické a chirurgické aplikácie vyžadujú vo vode nerozpustné 
molekuly hyaluronanu. Zvýšenie mechanickej stability a nerozpustnosť sa dosahuje jej 
zasieťovaním [2]. Sieťovanie HA je dnes bežné a možno ho dosiahnuť prídavkom rôznych 
sieťovadiel. Súčasne s použitím sieťovadiel sa často používa metóda zmrazenia alebo 
lyofilizácia. Niektoré sieťovadlá môžu byť pre človeka často toxické, preto je snaha 
zasieťovať hyaluronan bez použitia reaktívnych chemických činidiel. Zasieťovaná HA má 
široké uplatnenie a to napríklad v tkanivovom inžinierstve ako scaffold či pri hojení 
rán [2], [3]. 
Táto práca je zameraná na skúmanie roztokov hyaluronanu z mikroreologického hľadiska po 
vystavení nízkym teplotám. Opakovaním procesov zmrazenia a rozmrazenia bola snaha 
prinútiť reťazce hyaluronanu k vzájomnej interakcii, čo by sa malo prejaviť zmenou 
reologických vlastností roztokov hyaluronanu. Viskozita roztokov bola meraná pomocou 
mikroreológie. Mikroreológia je súbor metód, ktoré nám umožňujú zistiť viskoelastické 
vlastnosti materiálov. V mnohom prekonáva obmedzenia klasickej reológie. Umožňuje nám 
študovať lokálne štruktúrne nehomogenity a vyžaduje len malé množstvo vzorky. Z tohto 
dôvodu je mikroreológia vhodnou metódou aj pre štúdium vzácnych a drahých materiálov. 
Ako sprievodná metóda pri skúmaní zmien v roztokoch hyaluronanu po zmrazení bola 
použitá infračervená spektroskopia. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Hyaluronová kyselina 
Hyaluronová kyselina, vysokomolekulárny biopolysacharid, presnejšie mukopolysacharid, 
bola objavená v roku 1934 v sklovci oka dobytka Karlom Meyerom a jeho asistentom Johnom 
Palmerom [4]. 
Hyaluronan patrí do skupiny glykosaminoklykánov, ktorých typickým znakom je opakujúca 
sa jednotka disacharidu. U hyaluronanu túto disacharidovú jednotku tvorí monosacharid 
kyselina glukurónová, ktorá je β-1,3 glykozidovou väzbou spojená s iným monosacharidom 
N-acetylglukozamínom. Disacharidické jednotky sú medzi sebou spojené β-1,4 glykozidovou 
väzbou a vytvárajú lineárny nerozvetvený polymér. Z jeho štruktúry vyplývajú jeho viaceré 
vlastnosti. Vďaka vysokému obsahu hydroxylových skupín je hyaluronan schopný viazať 
veľké množstvo vody. Vo vode je pomerne dobre rozpustný kvôli nábojovej repulzii 
vyvolanej karboxylovými skupinami disociovanými pri pH hodnote v prostredí tkaniva. 
Hydroxylové a karboxylové skupiny sú miestom chemickej modifikácie. Disociovaná 
karboxylová skupina umožňuje naviazanie katiónov kovov, ale aj polymérnych katiónov 
či lipidových látok s kladným nábojom [5]. 
HA je biopolymér, ktorý sa prirodzene vyskytuje vo všetkých živých organizmoch. 
Vo fyziologickom prostredí sa však neobjavuje vo svojej kyslej forme, ale ako sodná, 
či draselná soľ. Primárne sa nachádza v extracelulárnej a pericelulárnej matrix, ale preukázalo 
sa, že sa vyskytuje aj intracelulárne [4]. Priemerný 70 kg vážiaci človek má vo svojom tele 
približne 15 g hyaluronanu [7]. Približne 50% z celkového množstva hyaluronanu 
sa nachádza v koži, kde sa podieľa na regenerácii tkanív. Spolu s kolagénom je HA životne 
dôležitá pre zachovanie štruktúry pokožky. Nachádza sa vo všetkých kostiach a chrupavkách 
v našom tele. Najviac sa jej nachádza v chrupavkách na kĺbových spojeniach, kde ako 
lubrikant chráni kosti proti opotrebovaniu. HA je jednou z hlavných zložiek synoviálnej 
tekutiny, ktorá slúži ako kĺbové mazivo a tlmič nárazov [8]. Nájdeme ju aj v pupočnej šnúre 
či sklovci oka. Hyaluronan je taktiež prítomný v kapsule niektorých mikrobiálnych 
Obr. 1: Hyaluronová kyselina [6] 
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a živočíšnych patogénov [9]. Kapsule tvorené čistým hyaluronanom prirodzene obaľujú 
mikroorganizmy a vďaka tomu je možné vyrábať dostatočné množstvo čistého hyaluronanu 
pre rôzne aplikácie ako je napríklad tkanivové inžinierstvo. Jeho úloha v organizme závisí 
na jeho molekulovej hmotnosti. Bolo dokázané, že biologická aktivita je tým vyššia, čím 
nižšia je jeho molekulová hmotnosť. Na reguláciu procesov v organizme má vplyv 
hyaluronan s molekulovou hmotnosťou nízkou a to všeobecne pod 500 kg/mol. Hyaluronan 
s vysokou molekulovou hmotnosťou slúži hlavne ako štruktúrna jednotka a má organizačnú 
funkciu [5]. 
2.2 Reológia 
Reológia je veda, ktorá sa zaoberá tokom a deformáciou materiálov po aplikácií vonkajších 
síl [10]. Študuje a meria mechanické vlastnosti celej rady materiálov. Prístroje, ktoré sa 
používajú na meranie reologických vlastností materiálov sú reometre. Tie skúmanú vzorku 
deformujú buď otáčaním rotujúceho senzoru, alebo oscilačným pohybom senzoru. Senzor 
môže byť rôzneho tvaru – valec, kužeľ, doska. Rotáciou senzoru dostávame informácie 
hlavne o viskozite a tokových vlastnostiach vzorky. Naopak osciláciou senzoru dostávame 
informáciu o miere elasticity vzorky [11]. 
Materiál vystavený vonkajšej mechanickej sile môže vykazovať dva typy krajného, ideálneho 
chovania. Ak dôjde pri materiáli k deformácii vratnej, čiže po odstránení vonkajšej sily 
deformácia vymizne, hovoríme o elastickom správaní. O viskóznom správaní hovoríme vtedy, 
ak po aplikácii vonkajšej sily materiál tečie a po odstránení sily je tok zastavený a nedochádza 
k vratnej reakcii. Energia vynaložená na deformáciu je v tomto prípade disipovaná na 
teplo [12]. 
Predstavu toku kvapaliny ako pohybu po sebe sa posúvajúcich myslených vrstiev hmoty 
popisuje Newtonov viskozitný zákon (1). Kvapaliny, ktoré sa riadia týmto zákonom 
nazývame Newtonské kvapaliny. 
 
D
ty
u
ty
x x 

 
d
d
d
d
dd
d
 
(1)  
kde   je šmykové napätie. To je definované ako podiel šmykovej sily F vyvolávanej 
deformáciu a plochy A, na ktorú pôsobí. Pozri obrázok 2. 
  2mN 
A
F
  
(2)  
η je dynamická viskozita, ktorá je vo vzťahu s kinematickou viskozitou v [m2·s-1] podľa 
vzorca: 
 

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





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kg
sPa v  
(3)  
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V reologických meraniach pracujeme s dynamickou viskozitou. Kinematická viskozita v sebe 
totiž zahŕňa i vplyv gravitačnej sily. Používa sa pri meraniach na prístrojoch, v ktorých je 
pohyb kvapaliny vyvolaný gravitáciou. ρ je hustota meranej kvapaliny. 
dx predstavuje vzájomné posunutie myslených vrstiev a dy ich vzájomnú vzdialenosť. ux je 
rýchlosť toku v smere osi x. Pozri obrázok 2. Veľkosť deformácie vyjadruje relatívna 
deformácia γ: 
 
y
x
d
d
  
(4)  
Šmyková rýchlosť D, gradient rýchlosti, vyjadruje rýchlosť rastu deformácie [12], [13]. 
Dokonale pružné elastické teleso je teleso, ktoré sa po vystavení vonkajším silám deformuje 
a po ich vymiznutí sa vracia do pôvodného stavu bez zostatkovej deformácie. Reálne telesá sa 
do pôvodného stavu nevracajú. Súvislosť napätia a deformácie popisuje Hookov zákon [14]. 
Hookov zákon pre ťah: 
 
l
l
EE
A
F 
  N  
(5)  
kde σ je normálové napätie, ε je relatívne predĺženie telesa. Veličina E, Youngov modul, je 
modul pružnosti v ťahu. Je to materiálová konštanta. FN je normálová sila kolmá na priečny 
rez tyče A. Pozri obrázok 3. 
Obr. 2: Posuvný model myslených vrstiev 
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Hookov zákon pre šmyk: 
 
 G
A
F
 T  
(6)  
kde τ je tangenciálne napätie, FT je tangenciálna sila a A je plošný obsah hornej podstavy 
kvádra. Pozri obrázok 4. γ je uhol skosenia, G je modul pružnosti v šmyku, modul torzie [15]. 
2.3 Viskoelasticita 
Medzi dvoma extrémami a to ideálnou Newtonovou tekutinou a Hookovou pevnou látkou sa 
nachádza široká škála reálnych materiálov, ktoré po vystavení vonkajšiemu napätiu vykazujú 
kombináciu viskóznej a elastickej odozvy v rôznom pomere. Hovoríme o viskoelastických 
materiáloch. Tieto materiály môžu teda energiu disipovať, ale aj uchovať [16]. To, či 
u materiálu prevláda elastický alebo viskózny charakter, určuje pomer elastického modulu G  
k viskóznemu modulu G   [11]. Viskoelastické materiály vykazujú vlastnosti kvapaliny 
a tuhej látky zároveň. Komplexný šmykový modul *G  teda obsahuje dve komponenty 
a vyjadríme ho ako ich súčet [17]. 
Obr. 3: Deformácia v ťahu [15] 
Obr. 4: Deformácia v šmyku [15] 
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       GGG *  (7)  
kde G  tvorí reálnu časť modulu, ktorá predstavuje materiálom uloženú energiu a G   naopak 
tvorí imaginárnu časť modulu, ktorá predstavuje energiu disipovanú, respektíve energiu 
stratovú. Komplexný šmykový modul, ktorý je funkciou frekvencie ω je rozhodujúci pre 
určenie mechanických vlastností. To sú také vlastnosti, ktoré najviac ovplyvňujú vzhľad 
a základný charakter materiálu [18]. 
2.4 Mikroreológia  
Pojem mikroreológia nepopisuje jednu konkrétnu techniku, ale zahŕňa viacero prístupov, 
ktoré sa snažia prekonať limity a obmedzenia klasickej reológie. Štandardné reologické 
merania nie sú vhodné pre všetky systémy. Vyžadujú objem vzoriek väčší ako mililiter, čo 
bráni v štúdiu vzácnych alebo drahých materiálov vrátane mnohých biologických 
vzoriek [19]. Mikroreológia má oproti klasickej reológii niekoľko výhod. Okrem toho, že 
vyžaduje len malé množstvo vzorky, môže byť použitá na lokálne meranie viskoelastických 
parametrov a umožňuje nám skúmať nehomogenitu roztokov. Konvenčné reometre nám 
poskytujú len hromadnú odozvu. Mikroreológia nám taktiež umožňuje meranie viskoelasticity 
pri frekvenciách nad 1 kHz. Mikroreológia minimalizuje mechanické skúmanie vzorky, ktoré 
ho deformuje. Základným princípom mikroreológie je narúšanie štruktúry materiálu pohybom 
vložených častíc o veľkosti mikrónov, čím dochádza len k malým miestnym deformáciám 
vzorky [20]. 
Mikroreologické techniky rozdeľujeme do dvoch hlavných kategórií a to na aktívne a pasívne 
techniky. Pasívne techniky sú založené na termálnych výkyvoch vložených častíc 
a u aktívnych techník je energia pre pohyb častice dodaná zvonka [21]. Všeobecne platí, že 
pasívne techniky sú vhodnejšie pre jemne štruktúrované materiály, ktoré majú nízke hodnoty 
prevažne viskózneho modulu, zatiaľ čo aktívne techniky sú vhodné pre materiály s výraznými 
elastickými vlastnosťami. V oboch prípadoch sú sledované častice najčastejšie guľovitého 
tvaru [16]. Na častice sú kladené viaceré podmienky. Častice musia byť chemicky inertné 
a nemôžu vykazovať interakcie so skúmaným materiálom. Interpretácia dát vyžaduje 
jednoznačnú znalosť o veľkosti použitých častíc. Častice preto musia byť vysoko 
monodisperzné. Veľkosť častíc by mala byť väčšia ako príslušná mikroštrukturálna dĺžka, čo 
je napríklad veľkosť ôk v polymérnej sieti. Ďalšou podmienkou je, že po zmiešaní so vzorkou 
častice nemôžu vytvárať agregáty a musia byť vo vzorke rovnomerne rozptýlené. Pre 
rozptylové mikroreologické metódy je tiež dôležitý vysoký kontrast indexu lomu použitých 
častíc a skúmanej vzorky [17], [22]. 
2.4.1 Aktívne techniky 
Aktívne mikroreologické techniky vyžadujú na manipuláciu s vloženými časticami vonkajšiu 
silu, ktorou môže byť magnetické či elektrické pole. Myšlienka merať mechanické vlastnosti 
pomocou vložených magnetických častíc bola predstavená už v dvadsiatych rokoch minulého 
storočia, kedy boli malé magnetické častice použité na štúdium mechanických vlastností 
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želatínových gélov a cytoplazmy. Od tej doby sa táto technika vylepšila a boli vyrobené 
vysoko presné magnetické častice bez tvarových nezrovnalostí [21]. Typicky sú to polymérne 
latexové častice s vloženými magnetickými mikrokryštálmi [17]. Magnetické pinzety 
kombinujú použitie silných magnetov, ktoré manipulujú magnetickými časticami 
s videomikroskopiou, ktorá zaznamenáva pohyb častíc po aplikácií vonkajších hnacích síl. 
Inou aktívnou technikou je použitie optickej pinzety, ktorá manipuluje malými dielektrickými 
časticami. Zaostrený laserový lúč je pre časticu lapačom, chytá ju do pasce a súčasne je 
zaznamenávaný pohyb častice. Pohybom lúču a sledovaním reakcie častice môžeme určiť 
miestne reologické vlastnosti. Táto technika používa len jednu časticu a umožňuje sledovať 
nehomogénne materiály pri vyšších frekvenciách a taktiež dokáže sledovať oveľa menšie 
posuny častíc [21]. Aplikované sily sú limitované intenzitou lasera, preto je použitie optickej 
pinzety obmedzené na relatívne slabo elastické materiály [17]. Pri tejto metóde môže dôjsť 
k lokálnemu zohriatiu vzorky a u fotocitlivých biologických materiálov môže dôjsť 
k poškodeniu vzorky. 
Ďalšou aktívnou technikou je atomic force microscopy. Táto technika sa používa hlavne pri 
vytváraní obrazu o štruktúre povrchov. Vzorka je snímaná ostrou špičkou namontovanou na 
ohybnej konzole. Malá špička sa pri kontakte s povrchom ohýba a pohyb špičky je meraný 
vychýlením lasera. V tejto technike môžu byť aplikované väčšie vonkajšie sily a preto s AFM 
môžeme študovať tuhé materiály s modulom pružnosti rádovo 1 GPa. [21]. 
2.4.2 Pasívne techniky 
Aktívna mikroreológia analogicky k reológii umožňuje priamo merať komplexný modul 
pružnosti v šmyku G(ω). V rovnovážnych systémoch môžeme G(ω) merať aj pasívnou 
mikroreológiou a to vďaka fluktuačno-disipačnej teórii (z angl. fluctuation-dissipation 
theorem) [23]. Táto teória vyjadruje všeobecný vzťah medzi odozvou daného systému na 
vonkajšie rušenie a vnútornou fluktuáciou systému bez vonkajšieho rušenia. 
Náhodný pohyb častíc je priamym dôkazom tepelného molekulárneho pohybu. Náhodná sila 
poháňajúca častice je vytvorená zrážkami uskutočňovanými molekulami okolitej 
tekutiny [24]. Kolízie prebiehajú v rôznom smere a rôznou silou, preto je poloha častíc 
náhodná. Jedná sa o neustály, neusporiadaný a náhodný pohyb častíc nazývaný Brownov 
pohyb. Prvýkrát ho pozoroval botanik Robert Brown v roku 1827 pri skúmaní správania sa 
peľových zrniečok vo vode [25]. Ak by boli Brownove častice nabité a ich pohyb by bol 
poháňaný vonkajším elektrickým polom dochádzalo by k nútenému pohybu. Ten je vždy 
sprevádzaný s trením a odporovými silami, ktoré vznikajú narážaním molekúl tekutiny na 
častice. Náhodné kolízie okolitých molekúl na častice teda spôsobujú dva efekty. Na jednej 
strane sú zdrojom sily Brownovho pohybu a na druhej strane vytvárajú treciu silu pri nútenom 
pohybe častíc. To znamená, že náhodné sily spôsobujúce Brownov pohyb a trecie sily sú, 
príbuzné pretože obe pochádzajú z rovnakého zdroja. Na základe tohto pozorovania v roku 
1905 Albert Einstein odvodil rovnicu (8), ktorá spája viskózne trenie Brownovej častice 
s difúznym koeficientom častice. 
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m
Tk
D B  (8)  
kde D je difúzny koeficient, kB je Boltzmanova konštanta, T je teplota a mγ je koeficient 
trenia ζ [24]. Koeficient trenia pre guľové častice o polomere r vyjadruje Stokesov zákon: 
 r 6  (9)  
kde η je viskozita tekutiny. Po dosadení do rovnice (8) získame Einstein-Stokesovu 
rovnicu [26]: 
 
r
Tk
D B
6
  (10)  
Na meranie reologických vlastností materiálov sa teda v pasívnej mikroreológii využíva 
Brownov tepelný pohyb vložených častíc. Na rozdiel od aktívnej mikroreológie nie je 
požadovaná žiadna vonkajšia hnacia sila a jedinou hnacou silou je tepelná energia častíc. 
Takáto hnacia sila je slabá. Aby vložené častice mohli vytvárať detekovateľný pohyb, musíme 
použiť vhodný materiál akým je napríklad roztok polyméru [21]. 
Skutočnú dĺžku dráhy, ktorú častice urazia nie je možné určiť. Dochádza totiž k veľmi častým 
zmenám rýchlosti a smeru. Počet zmien smeru pohybu častice za 1 sekundu môže byť väčší 
ako 10
20
. Pohyb častíc je možné pozorovať pod mikroskopom a zaznamenávaním polohy 
v pravidelných časových intervaloch získame projekciu pohybu častice. Priamka, ktorá 
zobrazuje pohyb častice medzi dvoma polohami je v skutočnosti zložitejšia. [12]. 
Všetky smery pohybu sú rovnocenné a preto je postačujúce sledovať posun v smere jednej 
osi. Posun častice iΔ  je priemet premiestnenia v smere osi x za časový interval τ2−τ1. Stredný 
posun Δ  je kvadratický priemer z posunov jednej častice v n rovnakých za sebou idúcich 
časových intervaloch [12]. 
Obr. 5: Dráha častice pohybujúcej sa Brownovým pohybom a jej posun [12] 
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2.4.2.1 Mean square displacement 
Základnými dátami v mikroreologických experimentoch sú pohyby snímaných častíc 
väčšinou získané vo forme MSD častíc ako funkcie času [17], [27]. MSD je mierou 
priestorového rozsahu náhodného Brownovho pohybu. Je to korelačná funkcia, ktorá popisuje 
dynamiku jednotlivých častíc v čase. 
       ,,2 trtrrMSD ii   (12)  
      trtrtr iii  ,  (13)  
kde r je d-rozmerná poloha častice a τ je časový interval. Hranaté zátvorky vypovedajú o tom, 
že sa jedná o priemernú hodnotu zo všetkých častíc v čase [27]. 
U častíc konajúcich Brownov tepelný pohyb v ideálne viskóznej kvapaline, Newtonskej 
kvapaline, sa MSD zvyšuje lineárne s časom. Sklon MSD krivky určuje difúzny koeficient 
častice. 
   dDttr 22   (14)  
kde d je dimenzia pohybu a D je difúzny koeficient častice. Pri pohybe v rovine 2d  a pri 
pohybe v priestore 3d . V Newtonskom systéme je difúzny koeficient funkciou veľkosti 
častice, viskozity tekutiny a teploty. Túto závislosť vyjadruje Stokes-Einsteinov vzťah, ktorý 
spája MSD s viskozitou kvapaliny. Pozri rovnica (10). MSD častíc v ideálne elastickom 
materiáli nezávisí na čase [16]. Pozri obrázok 6. 
Rovnica číslo (10) nie je vhodná pre viskoelastické nenewtonské komplexné tekutiny, kedy 
látka okrem toho, že vykazuje viskozitu čiže energiu disipuje, vykazuje aj elasticitu čiže 
energiu skladuje. Keď je elasticita tekutiny významná, pohyb častíc je subdifúzny. V MSD 
dochádza k signifikantným odchýlkam od linearity. Pozri obrázok 6. Vo viskoelastickom 
materiáli nie je difúzny koeficient konštantný, ale mení sa s časom. U nenewtonských tekutín 
používame pre prepojenie MSD a lineárneho viskoelastického modulu komplexných tekutín 
zovšeobecnený Stokes-Einsteinov vzťah: 
  
 sGas
Tdk
sr B~
3
~ 2

  (15)  
Rovnica je vlastne Laplaceova transformácia MSD v čase. G
~
 je viskoelastický modul 
a vlnovka reprezentuje Laplaceovu transformáciu. s je Laplaceova frekvencia a d je dimenzia 
pohybu. 
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Zovšeobecnený Stokes-Einsteinov vzťah je založený na predpoklade, že komplexná kvapalina 
v okolí častice vytvára kontinuum, čo znamená, že veľkosť mikroštruktúr v komplexnej 
kvapaline je malá v porovnaní s veľkosťou častíc [16]. 
2.4.2.2 Jednočasticová mikroreológia 
V jednočasticovej mikroreológii (z angl. single particle tracking) sa videomikroskopiou 
sleduje pohyb vložených častíc, ktoré vykonávajú Brownov tepelný pohyb. Trajektórie 
jednotlivých častíc sú analyzované pomocou softvéru na spracovanie obrazu a umožňujú 
vypočítať ich MSD [19]. V tejto technike je možné zaznamenávať dáta z veľkého súboru 
častíc súčasne, čo zvyšuje štatistickú presnosť mikroreologických výsledkov. SPT nám teda 
ponúka vysokú presnosť a zároveň vyžaduje len bežne dostupnú techniku akou je mikroskop, 
kamera a rýchly počítač [21]. 
Výhodou SPT je široký frekvenčný rozsah, ktorý je limitovaný len rýchlosťou zberu dát 
kamery a rýchlosťou ukladania dát [21]. SPT nie je vhodná pre komplexné tekutiny 
s vysokým podielom elasticity To sa však môže čoskoro zmeniť so zlepšením video 
techniky [27]. V SPT môže byť dosiahnutá sub-pixelová presnosť s priestorovým 
rozlíšením 20  nm [21]. 
SPT nám umožňuje študovať mikroštrukturálne heterogenity na mikro úrovni. Ak je však 
vzorka heterogénna rádovo v mierke veľkosti vložených častíc, jednočasticová mikroreológia 
dáva chybné výsledky. Takáto situácia je pomerne častá a to hlavne v biologických 
systémoch. Vtedy je vhodné použiť dvojčasticovú mikroreológiu, ktorou zistíme celkovú 
viskoelastickú odozvu [19]. Materiály sú nehomógenne v dĺžkovom rozsahu jednotlivých 
častíc, ale homogénne v dĺžkovom rozsahu niekoľkých častíc. V tejto metóde je preto 
Obr. 6: Sklon MSD krivky 
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pozorovaná vzájomná vzdialenosť páru častíc r. Výsledky v dvojčasticovej mikroreológii sú 
potom nezávislé na vlastnostiach sledovaných častíc – tvar, veľkosť [21]. 
2.4.2.3 Dynamic light scatering 
DLS tiež známy ako quasi-elastic light scattering alebo photon correlation spectroscopy je 
optická technika, ktorá sa primárne používa na meranie veľkosti častíc a distribúcie veľkosti 
častíc rozptýlených v kvapalnom vzorku. Okrem toho má však širokú škálu iných aplikácií. 
DLS môžeme využiť ako pasívnu mikroreologickú techniku [16]. 
DLS mikroreológia je založená na získavaní reologických vlastností z tepelného pohybu 
vložených častíc v systéme v termodynamickej rovnováhe. Na získanie spoľahlivých 
výsledkov musí byť koncentrácia vložených častíc taká, aby ich rozptylový signál bol 
dominujúci v porovnaní s rozptylom vzorky. Veľkou výhodou DLS je, že prináša dáta 
vo vysokých frekvenciách, zatiaľ čo takýto režim je neprípustný pre klasickú reológiu [28]. 
Pre správnosť merania je dôležité odstránenie prachových alebo iných nežiaducich častíc, 
pretože prístroj DLS ich nedokáže odlíšiť [30]. 
DLS mikroreológia je použiteľná pre nízko viskozitné a slabo štruktúrované tekutiny ako sú 
napríklad zriedené roztoky polymérov, povrchovo aktívne látky či koncentrované proteínové 
formulácie [31]. 
V klasickom DLS prístroji je zdrojom svetla laser. Svetlo dopadá na vložené častice, ktoré ho 
následne rozptyľujú do všetkých smerov. Pod uhlom θ k budiacemu lúču lasera je umiestnený 
detektor, na ktorý dopadajú rozptýlené fotóny. Intenzita tohto rozptylu kolíše v priebehu času. 
Kolísanie je spôsobené tým, že malé častice podliehajú Brownovmu tepelnému pohybu a tak 
sa ich vzájomná vzdialenosť neustále mení s časom. V kolísaní intenzity je obsiahnutá 
informácia o časovom rozsahu pohybu rozptyľujúcich častíc [30]. 
Korelácia je technika pre získavanie časovo závislého signálu v prítomnosti šumu. Časová 
analýza je uskutočňovaná korelátorom. Korelátor buduje časovú autokorelačnú funkciu 
intenzity rozptylu svetla podľa rovnice: 
  
   
 2tI
tItI
g



  (16)  
kde I je intenzita, t je čas a τ je časový interval. Táto technika spolu násobí intenzity. MSD 
častíc sledovaných DLS je spojené s korelačnou funkciou podľa vzťahu: 
         tgg
q
tr log0log
1
2
2   (17)  
kde q je rozptylový vektor a je definovaný ako: 
 






2
sin
4 

n
q  (18)  
kde n je index lomu prostredia, λ je vlnová dĺžka svetla a θ je uhol rozptylu. 
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Na získanie reologických dát sa v DLS nepoužíva priamo Laplaceova transformácia, ale 
algebrická metóda založená na rozšírení MSD o silový zákon: 
      

trtr 






122
 (19)  
kde α je exponent silového zákona, logaritmický gradient opisujúci stúpanie MSD krivky 
v čase /1t . Ak 0  materiál je čisto elastický, ak 1  materiál je čisto viskózny. 
U viskoelastického materiálu platí 1 < <0  . Gradient   je teda priamo prepojený 
s viskoelasticitou a je ekvivalentom k fázovému uhlu v klasickej mechanickej reometrii. 
  
 
td
trd
ln
ln 2
  (20)  
Komplexný modul *G  je mierou celkového odporu voči pohybu. Vyhodnotením chodu MSD 
Fourierovou transformáciou dostávame: 
 
 
  











1
12
*
Γra
Tk
G B  
(21)  
kde Γ je funkcia gama, ktorá efektívne vykonáva Fourierovu transformáciu. Ak poznáme *G  
a   môžeme určiť elastický modul G  a viskózny modul G   [16]: 
    
 







2
cos*

 GG  (22)  
    
 







2
sin*

 GG  (23)  
Pre získanie kvalitných dát je dôležité využiť prídavné DLS merania a to konkrétne meranie 
zeta potenciálu a meranie veľkosti častíc. Meraním zeta potenciálu sa zistí či sú použité 
častice dostatočne inertné k skúmanej vzorke. Najprv sa meria zeta potenciál v samotnom 
rozpúšťadle čiže blanku a potom zeta potenciál vzorky. Rozdiel týchto dvoch potenciálov 
hovorí o tom, do akej mieri interagujú častice so skúmanou vzorkou. Tolerovaný rozdiel zeta 
potenciálov je v softvéri prednastavený na 5 mV, ale je ho možné zmeniť. Zmeranie 
hydrodynamickej veľkosti častíc je ďalším dôležitým krokom. Veľkosť sledovaných častíc sa 
môže mierne zmeniť od nominálnej veľkosti v závislosti na pH disperzantu alebo 
v prítomnosti elektrolytu. Za nominálnu veľkosť je považovaná veľkosť uvádzaná na fľaške 
od použitých častíc. Je to spôsobené tým, že elektrická dvojvrstva sa mení v závislosti na 
iónovej sile disperzantu a tým ovplyvňuje meranie hydrodynamickej veľkosti častíc. 
Hydrodynamická veľkosť častíc by teda mala byť zmeraná a použitá v kalkulácii, aby sme 
dostali čo najpresnejšie výsledky [28]. 
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2.5 Infračervená spektroskopia 
IČ spektroskopia je nedeštruktívna analytická technika. Pri meraní dochádza k interakcii 
infračevenej oblasti elektromagnetického žiarenia s chemickými väzbami molekúl. Molekuly 
majú energiu, ktorá odpovedá ich vnútorným pohybom a prejavuje sa vibráciami. Vibrácie 
prebiehajú pri určitých frekvenciách. Ak sa frekvencia IČ žiarenia zhoduje s frekvenciou 
vibrácie, molekula pohltí energiu a výsledkom absorpcie energie je zvýšenie amplitúdy 
vibrácie. Určitá frekvencia žiarenia absorbovaného molekulou odpovedá určitému 
molekulovému pohybu a na základe toho môžeme zistiť typy molekulových vibrácií látky. 
Zmeraním a interpretáciou IČ spektra teda zistíme aké druhy väzieb, respektíve funkčných 
skupín sú v molekule prítomné. Používa sa teda k identifikácii organických a anorganických 
látok a na meranie ich koncentrácie vo vzorkách [32], [33]. 
Výsledkom IČ merania je spektrum závislosti absorbancie (transmitancie) na vlnočte žiarenia. 
Vlnočet je prevrátená hodnota vlnovej dĺžky. Infračervená časť elektromagnetického žiarenia 
siaha od červenej oblasti viditeľného svetla po mikrovlnnú oblasť, čo je žiarenie o vlnočte 
14 000 cm
-1
 až 200 cm-1. Tento spektrálny rozsah sa delí na 3 menšie časti a to na blízku 
(14 000 -4 000 cm
-1), strednú (4 000-400 cm-1) a vzdialenú (400-20 cm-1) IČ oblasť. Pre 
meranie v IČ sa najviac využíva stredná infračervená oblasť, pretože poskytuje viac 
informácii o štruktúre zlúčenín. Blízka IČ oblasť je chudobná na špecifické absorpcie avšak je 
dôležitou metódou pre kvantitatívne aplikácie v kvalitu kontrolujúcich laboratóriách [32], 
[34]. 
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3 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 
Tkanivové inžinierstvo je vedným oborom, ktorý zlepšuje implantáciu nových tkanív 
a orgánov tým, že kombinuje pacientove bunky so scaffoldami a rastovými faktormi [35]. 
Scaffold bunkám poskytuje mechanickú stabilitu a slúži ako dočasné miesto pre ich uchytenie 
a proliferáciu. Hydrogélové scaffoldy majú rôzne funkcie v oblasti tkanivového inžinierstva. 
Ako výplňový materiál sa používajú na liečenie stavov ako sú inkontinencia moču a majú 
potenciálnu úlohu v plastickej chirurgii. Ako vhodné scaffoldy sa ukazujú aj hydrogély, 
ktorých základom je hyalurónová kyselina. HA je biokompatibilná a vstrebateľná [2]. Je 
jedným zo základných spojivových materiálov v extracelulárnej matrix [36]. Avšak 
nezasieťovaná HA má zlé mechanické vlastnosti a veľmi rýchlo podlieha hydrolytickej 
degradácii. Je preto potrebné podrobiť ju rôznym chemickým modifikáciám. Štúdie dokázali, 
že jej zasieťovaním môžeme riadiť rýchlosť hydrolytickej degradácie a zlepšíme jej 
mechanickú stabilitu, čo nám následne umožní vyrobiť ju v rôznych tvaroch [2].  
Maurice N. Collins a Colin Birkinshaw znížili degradačnú rýchlosť HA jej zasieťovaním 
a lyofilizáciou, čo spôsobilo vznik poréznych materiálov výhodných pre tkanivové 
inžinierstvo. Táto chemická modifikácia spôsobila nárast hustoty materiálu a zväčšila hrúbku 
stien pórov, zatiaľ čo ich veľkosť sa znížila. Na stanovenie ideálnej koncentrácie HA, ktorá 
by produkovala štruktúrne stabilné porézne scaffoldy boli pripravené 1% a 4% roztoky 
odplynené vo vákuu a zmrazené na −40 °C v lyofilizátore bez pridania sieťovadla. Oba tieto 
roztoky vytvorili peny so vzájomne prepojenými otvorenými komôrkami, čo je ideálne pre 
bunkovú proliferáciu, penetráciu a vaskularizáciu. Peny pripravené zo 4% roztoku držali svoj 
tvar a neboli tak krehké ako tie z 1%. Z tohto dôvodu bol pre ďalšiu analýzu vybraný 4% 
roztok. Ideálnou kombináciou materiálu a podmienok lyofilizácie sa ukázali byť 4% roztoky 
zmrazené na −20 °C pri rýchlosti 0,6 °C za minútu, zasieťované 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)karbodiimidom s L-leucín methyl esterom. Morfológia hyaluronovej 
huby bola pozorovaná rastrovacím elektrónovým mikroskopom. Získané snímky boli ďalej 
analyzované pomocou softvéru Enterprise, kde sa stanovila priemerná veľkosť pórov, hrúbka 
stien pórov a vzhľad prepojovacej štruktúry pórov. Výsledná architektúra pórov bola závislá 
na teplote mrazenia, rýchlosti mrazenia, použitom sieťovadle a metóde použitej v procese 
zasieťovania. Všeobecne platilo, že použitím metódy zasieťovania roztoku vznikli lešenia 
s vyššou hustotou zasieťovania a s lepšími mechanickými vlastnosťami. Požadovaná veľkosť 
pórov pre mäkké tkanivá je 200 až 250 μm. Priemerná veľkosť týchto pórov bola v rozpätí 
167 – 215 μm a teda niektoré póry boli menšie. Táto skutočnosť by nemala byť problémom, 
pretože v in vivo hydratačnom prostredí, dôjde napučaním k rozšíreniu pórov. Vznikli teda 
póry o požadovanej veľkosti a scaffold preukázal dostatočné mechanické vlastnosti. Mohol by 
tak poskytnúť nové regeneračné tkanivo a má potenciál ako aplikácia pri oprave mäkkých 
tkanív a hojení rán [2]. 
Himeda et al. vyrobili gél z kyslého roztoku HA procesom zmrazenia. 100 g 1% vodného 
roztoku HA o priemernej molekulovej hmotnosti 1900 kDA a pH 1,5 obsahujúceho 0,1 mol/l 
kyseliny dusičnej bolo zmrazených na −20 °C na rôzne časové obdobia (15 h – 3 dni). Po 
zmrazení bol gél zohriaty na izbovú teplotu a ostal hubovitý. Hyalurónový gél bol opakovane 
prepláchnutý na sieťovej doske z nerezovej ocele fosfátovým tlmivým roztokom o pH 6,8 aby 
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bol zbavený kyslosti. Neutralizovaný gél bol pridaný do 100 ml fosfátového tlmivého roztoku 
a rozdrvený rotačnou čepeľou mixéra. Bola získaná gélová suspenzia, ktorá bola znovu 
suspendovaná v destilovanej vode s odstredivým odlučovačom a 1 deň sušená na nylonovom 
sieťovom filme za vzniku gélového filmu z hyaluronanu. Skupina vedcov hodnotila účinnosť 
tohto gélu na prevenciu zrastov v čreve potkanov. Gélové filmy boli reguláciou doby 
zmrazenia pripravené pri 4 rôznych polčasoch rozpadu v ochrannom fyziologickom roztoku 
o teplote 37 °C. Gélový film z HA bol aplikovaný ako bariéra na zranený črevný povrch po 
ošetrení rotačným obrusovacím nástrojom. Iná skupina zvierat bola obrúsená rovnakým 
spôsobom, ale nebola podrobená ošetreniu gélom. 7 dní po operácii bol pozorovaný výskyt 
a závažnosť adhézií. Aplikácia gélového filmu z HA výrazne znížila výskyt adhézií a ich 
závažnosť vo všetkých skupinách v porovnaní s kontrolnou skupinou [3]. 
Xuefen Wanga et al. použili na výrobu hyalurónových nanovlákien blowing-assisted 
elektrospinning. Vyrobené nanovlákna boli rozpustné vo vode a preto ich bolo potrebné 
ošetriť procesom zasieťovania. Boli preukázané dve benígne metódy bez použitia reaktívnych 
chemických činidiel. Jednou z nich je vystavenie membrán kyseliny hyalurónovej parám 
kyseliny chlorovodíkovej, po ktorom nasleduje zmrazenie na −20 °C po dobu 20 až 40 dní. 
Výsledkom boli hydrofilné a v podstate vode odolné nanovláknové membrány. Ošetrené 
membrány boli schopné udržať svoj tvar v neutrálnej vode o teplote 25°C po dobu asi 
1 týždeň, čo je doba dostatočne dlhá pre konkrétne aplikácie ako sú prevencia pooperačných 
adhézií či aplikácia v tkanivovom inžinierstve. Bola vykonaná IČ spektroskopia, aby bol 
získaný pohľad do chemickej štruktúry zasieťovaných molekúl hyaluronanu. IČ spektroskopia 
bola vykonaná pred a po zacyklení elektrospriadených membrán. Vrcholy pri 1043 
a 1078 cm
−1, ktoré odpovedajú väzbe C–OH boli zmenené z ostrých na tupé. Tento jav môže 
byť zapríčinený tým, že došlo k výraznému nárastu vodíkových väzieb. Výsledky IČ 
spektroskopie teda ukázali, že zasietenie HA pravdepodobne môžeme pripísať zvýšeniu 
koncentrácie vodíkových väzieb, čo vedie k vytvoreniu siete zloženej z reťazcov viazaných 
vodíkovými väzbami. 
Boli vykonané štúdie viskozity kyslých roztokov hyalurónovej kyseliny o pH 1,5 za rôznych 
podmienok zmrazenia. Šmyková viskozita bola meraná na mechanickom reometri. Viskozita 
po procese zmrazenia kratšieho ako 6 hodín a následného rozmrazenia viditeľne vzrástla, ale 
po neutralizácií a zriedení roztoku meranie viskozity ukázalo, že molekulová hmotnosť 
pôvodnej HA a ošetrenej HA je takmer rovnaká. To nám ukazuje, že po krátkom zmrazení 
vzniknú len slabé interakcie spôsobené vodíkovými väzbami a tie sú reverzibilné po 
neutralizácii alebo zriedení. Zistilo sa, že keď doba mrazenia prekročí 8 hodín roztok 
hyaluronanu vyzerá ako tmel, čo indikuje začiatok tvorby gélu. Vzniká pevnejšia sieť a roztok 
vykazuje vysoký vzostup koncentrácie vodíkových mostíkov. Viskozita roztoku však po 
8 hodinách mrazenia klesá a to pravdepodobne práve v dôsledku tvorby gélu, respektíve 
v dôsledku nehomogénneho roztoku. Hubovitý gél bol získaný vtedy, keď doba mrazenia 
prekročila 40 hodín. Odolnosť proti rozpustnosti vo vode môže byť teda spôsobená vysokou 
hustotou vodíkových väzieb v pevných membránach hyaluronanu, ktoré boli ošetrené 
zmrazením.  
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Zasietenie elektricky spradených nanovlákenných membrán hyaluronanu môže byť vykonané 
pôsobením chlorovodíkových pár. Týmto prístupom však nedosiahneme požadovanú 
mechanickú pevnosť. pretože Membrána sa môže pri manipulácii ľahko rozpadnúť na 
kusy [37]. 
Hanmin Zhang et al. uskutočnili prvý pokus, kde ako ťažné činidlá v procese priamej 
osmózy (z angl. forward osmosis) použili elektricky citlivé polymérne hydrogély. Polymérne 
HA/PVA hydrogély boli vyrobené opakovaním procesu zmrazenia-rozmrazenia v počte 
opakovaní päťkrát, sedemkrát a deväťkrát. Roztok hyaluronanu a polyvinylalkoholu v pomere 
1 : 1 bol zamrazovaný pri teplote −20 °C po dobu 8 až 12 hodín a rozmrazovaný 2 až 
4 hodiny pri izbovej teplote. Ako vhodná možnosť pre priamu osmózu sa ukázal HA/PVA-5 
hydrogél, čiže hydrogél s počtom opakovaní zmrazenia päť. Pri použití tohto hydrogélu ako 
ťažného činidla bol získaný najvyšší tok vody. Vodné toky s narastajúcim počtom cyklov 
zmrazenia-rozmrazenia klesali. To by mohlo byť pripísané k stupňu zasieťovania v HA/PVA 
hydrogéloch, ktorý sa zvyšuje s narastajúcim počtom cyklov. Zároveň bolo zistené, že vodné 
toky klesajú s tým ako 24 h FO prebieha. Čím dlhšie proces FO trvá, tým viac molekúl vody 
prestupuje skrz membránu do polymérnych hydrogélov, čo vedie k zníženiu rozdielu 
chemických potenciálov a následne k zníženiu hnacej sily extrakcie čistej vody zo zásobného 
roztoku [38]. 
HA je dôležitou súčasťou endoteliálneho glykokalyxu, čo je ochranná a selektívna vrstva 
luminálnej strany ciev s hrúbkou od 0,5 do 3 μm, čo je oveľa viac ako veľkosť komôrok siete 
HA. To viedlo Nadju Nijenhuis et al. pri skúmaní EG prvotne k skúmaniu mechaniky 
roztokov hyaluronanu. Nad koncentráciou zapletenia, ktorá je určená molekulovou 
hmotnosťou reťazcov, hyaluronan vytvára vysoko viskoelastickú sieť. Ak je v EG 
usporiadaná podobne tak vydrží aplikovanie vonkajšieho napätia a môže sa tiež chovať ako 
molekulové sito priepustné pre malé molekuly. Na podporu tohto modelu boli uskutočnené 
in vivo štúdie, ktoré ukázali pokles mechanotransdukcie a zvýšenie permeability pri liečení 
EG. Štúdie, v ktorých boli použité klasické reometre ukázali, že zamotaný roztok hyaluronanu 
je viskoelastický s modulom pružnosti v šmyku závislým na koncentrácii a molekulovej 
hmotnosti. Makroskopické konvenčné reometre však nemôžu zmerať viskoelasticitu 
mikroskopickej vrstvy glykokalyxu a dokonca majú aj obmedzený frekvenčný rozsah. Preto 
tu vedci na meranie viskoelastických vlastností aplikovali mikroreologickú techniku. Na 
meranie polohy častice použili laserovú interferometriu. Medzi týmto typom mikroreológie 
a makroreológiou je dobrá zhoda u pružných polymérnych roztokov aspoň do 10 kHz [39]. 
Hnyluchová Zuzana aplikovala na koncentračnú radu roztokov HA okrem klasickej reológie 
dve mikroreologické techniky a to DLS a jednočasticovú mikroreológiu. Pri všetkých 
3 metódach získala pomerné dobré výsledky. S rastúcou hodnotou viskozity však boli 
získavané väčšie hodnoty chybových úsečiek, čo hovorí o tom, že bola dosiahnutá hranica 
použiteľnosti pasívnej mikroreológie. Ďalej skúmala roztoky hyaluronanu rovnakej 
koncentrácie, ale o rôznych molekulových hmotnostiach (73 kDa – 1 460 kDa). Pri danej 
koncentrácii (0,1%) bola viskozita vysokomolekulárneho hyaluronanu na hranici 
merateľnosti [40].  
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Materiály 
Sodium Hyaluronate 
(kyselina hyaluronová) 
750–1000 kDa 
Contipro Biotech s.r.o. 
Czech Republic 
Batch No.: 214-7794 
Expiry date: 2016-03-13 
  
Rozpúšťadlo voda 
  
Polystyrénové častice Micro particle size standard based on 
polystyrene monodisperse 
size: 0,5 μm 
Batch: 95585-5ML-F 
4.2 Príprava vzoriek 
Bol pripravený roztok hyaluronanu o hmotnostnej koncentrácii 0,5%. Tento zásobný roztok 
bol cca 24 hodín nechaný na magnetickej miešačke. Na druhý deň boli z 0,5% roztoku 
riedením pripravené roztoky o hmotnostnej koncentrácii 0,1% a 0,01%. Roztoky 
o jednotlivých koncentráciách boli vždy pipetované do 4 vialiek po 5 ml. 3 vialky z každej 
koncentrácie boli vložené do mrazničky a tam ponechané do ďalšieho dňa (cca 19,5 hod). 
1 vialka z každej koncentrácie bola použitá na meranie, ktorému nepredbiehalo zmrazenie. Po 
zmrazení boli všetky roztoky rozmrazené pri laboratórnej teplote. Jeden z roztokov bol 
použitý pre meranie po n-tom zmrazení a zvyšok bol opätovne zamrazený. Cyklus zmrazenia 
a rozmrazenia bol zopakovaný trikrát. 
Pre mikroreologické meranie bolo k 5 ml roztoku hyaluronanu pipetovaných 10 μl 
polystyrénových častíc o veľkosti 0,5 μm. Tieto častice boli vždy pred pipetovaním 5 minút 
ponechané na ultrazvuku. Jednočasticová mikroreológia vyžadovala prípravu takzvaných 
kapslí, do ktorých sa pomocou pipety zavedie roztok. Kapsula je vytvorená z podložného 
a krycieho sklíčka. Väčšinou sa pripravuje z jedného podložného sklíčka, dvoch krycích 
sklíčok po stranách a jedného krycieho sklíčka na vrchu. V tejto bakalárskej práci boli 
namiesto dvoch krycích sklíčok po stranách a okrem toho aj z dolnej strany použité kúsky 
podložného sklíčka, ktoré je hrubšie a umožňuje jednoduchšie zavádzanie pomerne 
viskóznych roztokov. Z vrchu bola kapsula prekrytá krycím sklíčkom. Na spoje sklíčok bolo 
nanesené UV lepidlo, ktoré bolo následne vytvrdené pod UV lampou. 
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4.3 Meranie a vyhodnocovanie dát 
4.3.1 Meranie pomocou dynamic light scatering 
Na meranie reologických vlastností roztokov hyaluronanu pomocou dynamického rozptylu 
svetla bol použitý prístroj ZetaSizer Nano ZS. Časť roztoku HA bol z vialky preliata do 
kyvety a pred samotným meraním prístroj 120 s temperoval vzorku na 25 °C. Na meranie bol 
používaný modul Microrheology, modul Size a taktiež bol zmeraný zeta potenciál. 
Rozdiel zeta potenciálov v blanku a v roztoku hyaluronanu neprekročil 25% takže interakcia 
medzi časticami a vzorkou bola vylúčená. Pomocou modulu Microrheology sme získali MSD 
častíc a viskozitu roztokov. Aby sme zvýšili dôveryhodnosť výsledkov každá vzorka bola 
zmeraná trikrát. Modul Size nám zase podal informáciu o hydrodynamickej veľkosti častíc 
v roztoku. V  použitom rozpúšťadle, vode, hydrodynamická veľkosť častíc odpovedala 
Obr. 7: Zľava: podložné sklíčko, krycie sklíčko, kapsula pre mikroreologické meranie 
Obr. 8: Zetasizer Nano ZS 
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nominálnej veľkosti 0,5 μm. V 0,1% a 0,5% roztoku sa zmeraná hydrodynamická veľkosť 
častíc ani len nepribližovala k 0,5 μm a získali sme vysokú hodnotu indexu polydisperzity. 
U 0,01% roztoku hyaluronanu sme síce dostávali veľkosť častíc približujúcu sa k nominálnej 
veľkosti avšak nie vždy. Táto veľkosť sa stále menila a tak nakoniec ani meranie roztoku 
hyaluronanu o koncentrácii 0,01% neposkytlo dôveryhodné výsledky. Prístroj nemeral len 
veľkosť vložených častíc, ale aj bublinky, ktoré pri hyaluronane o molekulovej hmotnosti 
750-1000 kDa v roztoku vznikali. Pri opakovanom meraní sme sa snažili tieto bublinky 
odstrániť. Avšak ani po snahe ich odstrániť, dlhším ponechaním v kyvete, či prelievaním 
roztoku v kyvete zo strany na stranu, prístroj stále nemeral správnu veľkosť častíc. Pred 
pipetovaním častíc do roztoku sme častice ponechali 5 minút na ultrazvuku takže vysoká 
hodnota veľkosti častíc, ktorú nám ukazovalo meranie na DLS prístroji nebola spôsobená ich 
zhlukovaním. Aby sme túto možnosť mohli úplne vylúčiť roztok sme pozorovali pod 
mikroskop a potvrdilo sa nám, že častice nevytvárajú agregáty. Príčinou chybných výsledkov 
u 0,1% a 0,5% roztokov bola s najväčšou pravdepodobnosťou vysoká viskozita roztokov 
v kombinácii s bublinkami. Prístroj DLS je totiž vhodný len pre nízko viskózne roztoky. 
U 0,01% roztoku boli príčinou chybných výsledkov len vznikajúce bublinky. Napriek tomu, 
že DLS meranie bolo pre roztoky hyaluronanu niekoľkokrát uskutočnené, ich výsledky v tejto 
bakalárskej práci nie sú z vyššie uvedených dôvodov uvádzané. 
4.3.2 Meranie a vyhodnocovanie pomocou jednočasticovej mikroreológie 
Na meranie jednočasticovej mikroreológie roztokov hyaluronanu bola použitá kamera 
Canon EOS 550D pripojená k optickému mikroskopu NICON Eclipse Ci. Videá boli 
nahrávané a zaznamenávané pomocou programu EyeCockpit-UI 324 x CP. Všetky merania 
boli uskutočnené pri štyridsaťnásobnom zväčšení. Aby nedochádzalo k toku celej vzorky, 
takzvanému driftingu, roztok bol pri pozorovaní v kapsule. Vďaka tomu mohol byť sledovaný 
Brownov pohyb častíc bez nežiaduceho toku. Rýchlosť snímania kamery bola nastavená na 
20 snímok za sekundu. Pri každom meraní bolo zhotovených 500 snímok, čiže jedno meranie 
trvalo 25 sekúnd. Každá vzorka bola zmeraná na troch miestach kapsule. Meranie bolo 
uskutočňované pri laboratórnej teplote. Samotné meranie bolo teda pomerne krátke 
a jednoduché. Vyhodnocovanie natočeného videa však vyžadovalo využitie niekoľkých 
programov a bolo časovo náročnejšie. Video vo formáte avi bolo pomocou programu ImageJ 
prevedené na tiff súbor a tak bola získaná sekvencia 500 snímok. Ďalším krokom bola úprava 
jasu a kontrastu v programe CellSens Entry a následne orezanie tiff súboru. Tieto úpravy boli 
uskutočnené pre zjednodušenie ďalšieho vyhodnocovania. Úpravou jasu a kontrastu bolo 
dosiahnutý väčší vizuálny rozdiel medzi časticami a okolím. Orezaním videa bola zmenšená 
veľkosť súboru, čím bolo zrýchlené nahrávanie videí do softwaru IDL. Orezaním snímok sme 
taktiež mohli odstrániť nežiaducu oblasť. 
 25 
 
John Crocker a David Grier vyvinuli systém spracovania obrazu, ktorý implementovali do 
IDL, čo je programovací jazyk optimalizovaný pre analýzu obrazových dát. Tento software 
získava trajektórie častíc zo sekvencie digitálnych obrázkov [41]. Získaniu MSD častíc 
predchádzalo niekoľko krokov, ktoré boli uskutočnené písaním príkazov v IDL. Systém je 
prvotne vyvinutý pre bledé častice na čiernom pozadí. V našom prípade boli tmavé častice na 
bielom pozadí, preto bol obrázok pred ďalším spracovaním v programe invertovaný. Po 
zobrazení obrázku bol odstránený šum a boli vybraté častice, ktoré chceme sledovať. Bol 
zmeraný priemer častice ktorá sa nám javila vizuálne najvhodnejšia pre sledovanie tj. častica 
kruhová, ostro ohraničená, plná. Pri hľadaní vhodných častíc sme okrem priemeru zadávali aj 
hmotu (mass), čo predstavuje akúsi hustotu výplne častice. Aby sme vedeli, ktoré častice 
odpovedajú nami zvoleným kritériám, častice sme v programe zakrúžkovali. V tomto bode 
bolo rozhodnuté, či vybraté častice dáme sledovať, alebo sa vrátime späť a zmeníme kritéria 
výberu. Nikdy nebolo sledovaných menej ako 50 častíc. Po sledovaní boli zobrazené 
trajektórie častíc. Trajektórie častíc by mali byť náhodné, avšak občas bol pozorovaný 
drifting, ktorý však softvér po zadaní vhodného príkazu dokáže odstrániť. V programe sme si 
zobrazili aj graf závislosti excentricity častíc na hmote. Ak mali náhodou niektoré z častíc 
excentricitu väčšiu ako 0,2 boli odstránené z výberu. Častice boli opätovne sledované 
s úpravami. Po vybratí vhodných častíc a sledovaní ich trajektórií bola v programe získaná 
závislosť MSD na čase. 
Obr. 9: Spracovanie tiff súboru v programe CellSens Entry 
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4.3.3 Meranie pomocou infračervenej spektroskopie 
Na základe článku uvádzaného v rešerši [37] som sa rozhodla popri mikroreológii aj pre 
meranie na IČ spektrometri. Keďže nám IČ spektroskopia umožňuje pohľad do chemickej 
štruktúry látok, javila sa mi ako vhodná metóda pri skúmaní zmien v roztoku HA po 
zmrazení.  
Spektrum roztokov hyaluronanu bolo zmerané na Nicolet iS50 FT-IR spektrometri s ATR 
technikou. Meranie prebiehalo 4 dni tak ako u mikroreológie. Roztoky o všetkých 
koncentráciách boli zmerané pred zmrazením, po 1., 2. a 3. zmrazení. Ako prvé bolo zmerané 
spektrum pozadia, blanku. V našom prípade pozadie tvorila voda. Meranie vyžadovalo len 
skromné množstvo vzorky (μl). Kvapôčka vzorky bola na ATR kryštál nanášaná pipetou. 
Všetky merania boli uskutočnené v strednej IČ oblasti čiže v rozmedzí vlnočtov 400-
4000 cm
−1
 a to práve kvôli tomu, že táto oblasť nám poskytuje informáciu o štruktúre 
zlúčeniny. Namerané absorbancie boli normalizované v programe Origin. 
5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
5.1 Jednočasticová mikroreológia 
U jednočasticovej mikroreológie sú grafy závislosti MSD na čase zobrazené len do času 
10 s a to napriek tomu, že meranie trvalo 25 s. Je to z toho dôvodu, že pri vyšších časoch sú 
získavané väčšie chybové úsečky. Pri SPT sa síce meria v 2D rovine, no častice sa 
v skutočnosti pohybujú 3D. Pri dlhšom pozorovaní sa niektoré častice prepadávajú do nižších 
vrstiev a priemerné MSD je potom počítané z menšieho počtu častíc, čím sa zvyšuje 
nepresnosť. 
Získané závislosti MSD na čase boli lineárne preložené priamkou, ktorej smernica odpovedá 
štvornásobku difúzneho koeficientu. Pozri rovnicu (14). Z Einstein-Stokesovej rovnice bola 
následne vypočítaná viskozita. Pozri rovnicu (10). Každá krivka závislosti MSD na čase je 
priemer z 3 meraní v 3 iných miestach kapsule. Z týchto troch meraní bol počítaný priemerný 
difúzny koeficient častíc, priemerná viskozita roztoku a u jednotlivých roztokov boli určené 
chybové úsečky. 
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5.1.1 Roztok hyaluronanu o koncentrácii 0,01% 
Tabulka 1: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,01% ROZTOK 
HYALURONANU 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa·s] 
pred zmrazením 0,2068±0,0099 4,201±0,206 
po 1. zmrazení 0,1904±0,0157 4,578±0,394 
po 2. zmrazení 0,2312±0,0083 3,757±0,134 
po 3. zmrazení 0,1762±0,0104 4,934±0,284 
V 0,01% roztoku hyaluronanu po 1. zmrazení nedochádzalo k výrazným zmenám MSD častíc 
oproti MSD častíc v hyaluronane, ktorý nebol zmrazený. MSD krivka po 1. zmrazení je 
položená síce o niečo nižšie, ale keďže sa chybové úsečky v niektorých úsekoch prekrývajú 
nemôžeme tvrdiť, že došlo k zmene, ale nemôžeme to ani vyvrátiť. Po 2. zmrazení sa 
viditeľne zvyšoval difúzny koeficient častíc. V roztoku došlo k poklesu viskozity. 
Najmarkantnejší rozdiel nastáva medzi 2. a 3. zmrazením, kedy sa sklon krivky znižuje, 
respektíve znižuje sa difúzny koeficient častíc. Viskozita roztoku hyaluronanu stúpa. Rozdiel 
oproti hyaluronanu pred zmrazením pozorujeme teda po 2. zmrazení, kedy došlo k poklesu 
viskozity roztoku a po 3. zmrazení, kedy došlo k najväčšej zmene oproti nezmrazenému 
roztoku hyaluronanu, k nárastu viskozity. Ak by sme uvažovali, že napriek v niektorých 
miestach sa prekrývajúcim chybovým úsečkám došlo k malej zmene aj po 1. zmrazení 
pozorujeme trend striedania nárastu a poklesu viskozity. Zmeny viskozity u 0,01% roztoku 
hyaluronanu však nie sú veľmi výrazné.  
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Obr. 10: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,01% roztok hyaluronanu pred a po vystavení nízkym 
teplotám 
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Cyklus zmrazenia a rozmrazenia 0,01% roztoku hyaluronanu bol uskutočnený aj s vopred 
vloženými polystyrénovými časticami. Polystyrénové častice boli napipetované do roztoku 
ešte pred 1. zmrazením.  
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Obr. 12: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,01% roztok hyaluronanu zmrazeného spolu 
s polystyrénovými časticami pred a po vystavení nízkym teplotám 
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Obr. 11: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,1% roztoku hyaluronanu 
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Tabuľka 2: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,01% ROZTOK HYALURONANU 
zmrazený s časticami 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa·s] 
pred zmrazením 0,2068±0,0099 4,201±0,206 
po 1. zmrazení 0,2931±0,0098 2,962±0,099 
po 2. zmrazení 0,1374±0,0038 6,317±0,179 
po 3. zmrazení 0,0666±0,0083 13,166±1,653 
Táto zmena v postupe nás doviedla k iným výsledkom a výraznejším zmenám viskozity. Po 
1. zmrazení sa smernica MSD krivky zvyšuje, v roztoku hyaluronanu dochádza k poklesu 
viskozity. Po 2. zmrazení dochádza k poklesu difúzneho koeficientu častíc a k nárastu 
viskozity. Po 3. zmrazení je viskozita roztoku viac ako dvojnásobná oproti roztoku pri 
2. zmrazení a viac ako trojnásobná oproti nezmrazenému roztoku hyaluronanu. Rozdielne 
zmeny viskozity oproti 0,01% roztoku hyaluronanu mrazenému bez častíc môžu byť 
spôsobené odlišným usporiadaním polyméru pri procese zmrazenie a rozmrazenia 
v prítomnosti 0,5 μm častíc. 
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Obr. 13: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,01% roztoku hyaluronanu 
zmrazeného spolu s časticami 
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5.1.2 Roztok hyaluronanu o koncentrácii 0,1% 
Tabuľka 3: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,1% ROZTOK 
HYALURONANU 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa s] 
pred zmrazením 0,0210±0,0029 41,738±5,358 
po 1. zmrazení 0,0253±0,0007 34,329±0,975 
po 2. zmrazení 0,0230±0,0004 37,727±2,108 
po 3. zmrazení 0,0261±0,0011 33,224±1,447 
U 0,1 % roztoku hyaluronanu môžeme pozorovať trend striedania poklesu a nárastu viskozity. 
Zmeny viskozity nie sú výrazné. Prekrývajúce sa chybové úsečky nám hovoria o tom, že 
častice sa v roztoku pred zmrazením a po 2. zmrazení pravdepodobne správajú rovnako. 
Zmena oproti roztoku hyaluronanu pred zmrazením nastáva po 1. a 3. zmrazení. Najväčší 
rozdiel pozorujeme tak ako u 0,01% roztoku po 3. zmrazení s tým rozdielom, že v tomto 
prípade dochádza k opačnej zmene viskozity, k jej poklesu. 
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Obr. 14: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,1% roztoku hyaluronanu pred a po vystavení nízkym 
teplotám 
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Obr. 16: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,1% roztoku hyaluronanu zmrazeného spolu 
s polystyrénovými časticami pred a po vystavení nízkym teplotám 
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Obr. 15: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,1% roztoku hyaluronanu 
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Tabulka 4: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,1% ROZTOK HYALURONANU 
zmrazený s časticami 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa·s] 
pred zmrazením 0,0210±0,0029 41,738±5,358 
po 2. zmrazení 0,0195±0,0017 44,64±3,820 
po 3. zmrazení 0,0217±0,0011 40,066±2,110 
Spolu s časticami bol zmrazený aj roztok hyaluronanu o koncentrácii 0,1%. Kvôli 
prekrývajúcim sa chybovým úsečkám nemôžeme uvažovať o tom, že v roztokoch došlo po 
zmrazení k zmene. U tohto roztoku nám chýba meranie po 1. zmrazení. Meranie po 1. 
zmrazení chýba aj u 0,5% roztoku hyaluronanu zmrazeného spolu s časticami. Je to z toho 
dôvodu, že mraziť roztoky spolu s časticami bol len pokus, od ktorého z počiatku neboli 
očakávané odlišné výsledky. Z časových dôvodov meranie nebolo zopakované druhýkrát. 
Výsledky sú zaujímavé a preto sú v práci uvádzané, i keď meranie po 1. zmrazení chýba. 
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Obr. 17: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,1% roztoku zmrazeného spolu s 
časticami 
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5.1.3 Roztok hyaluronanu o koncentrácii 0,5% 
Tabuľka 5: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,5% ROZTOK 
HYALURONANU 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa·s] 
pred zmrazením 0,00423±0,00016 205,52±7,72 
po 1. zmrazení 0,00407±0,00082 218,47±40,72 
po 2. zmrazení 0,00373±0,00027 233,72±17,55 
po 3. zmrazení 0,00330±0,00047 266,01±37,83 
S počtom cyklov zmrazenia a rozmrazenia klesá hodnota spoľahlivosti R2 a dochádza 
k výraznejším odchýlkam od linearity. Tvrdiť však, že mrazením sa zvyšuje podiel elastickej 
zložky by bolo príliš odvážne. Odchýlky od linearity totiž vznikajú vo vyšších frekvenciách 
a takéto odchýlky sú spôsobené chybami merania, ktoré sú prirodzené pre 
videomikroreológiu. Chyby vznikajú v dôsledku šumu, ktorý pochádza napríklad od častíc, 
ktoré nie sú v zábere alebo vzniká pri zaznamenávaní dát CCD kamerou a pri ukladaní 
dát [42]. Ak by sa zvyšovala elasticita dochádzalo by k odchýleniu v nižších frekvenciách. Po 
1. zmrazení je sklon MSD krivky takmer totožný ako sklon krivky pred zmrazením, dochádza 
však k nárastu chybových úsečiek. Po 2. a 3. zmrazení pozorujeme nárast viskozity roztoku 
oproti hyaluronanu pred zmrazením. Najväčšiu zmenu oproti pôvodnému roztoku pozorujeme 
opäť po 3. zmrazení. Pri vyššej viskozite roztoku, ktorú 0,5% roztok hyaluronanu má, je 
vhodnejšie použiť menšie častice. My sme sa však pre všetky merania rozhodli použiť 
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Obr. 18: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,5% roztoku hyaluronanu pred a po vystavení nízkym 
teplotám 
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jednotnú veľkosť častíc. Je teda možné, že mohlo dochádzať k výraznejšej zmene viskozity, 
ale použité častice boli príliš veľké aby sme tieto zmeny zaznamenali. 
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Obr. 19: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,5% roztoku hyaluronanu 
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Obr. 20: Porovnanie závislosti MSD na čase u 0,5% roztoku hyaluronanu zmrazeného spolu 
s polystyrénovými časticami pred a po vystavení nízkym teplotám 
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Tabuľka 6: Hodnoty priemerného difúzneho koeficientu a viskozity 
0,5% ROZTOK HYALURONANU 
zmrazený s časticami 
difúzny koeficient [μm2·s-1] viskozita [mPa·s] 
pred zmrazením 0,00423±0,00016 205,52±7,72 
po 2. zmrazení 0,00361±0,00032 241,84±22,35 
po 3. zmrazení 0,00236±0,00033 323,54±40,64 
U 0,5% roztoku hyaluronanu zmrazeného vopred spolu s polystyrénovými časticami 
dochádza po 2. a 3. zmrazení k nárastu viskozity. Najväčšia zmena oproti pôvodnému roztoku 
nastáva aj v tomto prípade po 3. zmrazení. Odchýlky od linearity pozorujeme opäť vo vyšších 
frekvenciách, čo hovorí o tom, že sú opätovne zapríčinené chybami vzniknutými pri meraní. 
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Obr. 21: Graf závislosti viskozity na cykle zmrazenia-rozmrazenia 0,5% roztoku zmrazeného spolu 
s časticami 
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5.2 Infračervená spektroskopia 
Napriek tomu, že boli zmerané IČ spektrá roztokov hyaluronanu o všetkých 3 koncentráciách 
uvádzam len spektrum hyaluonanu o koncentrácii 0,5%. Nameraný signál v roztokoch 
hyaluronanu bol pomerne slabý a v niektorých miestach spektier šum prevyšoval píky. Lúč 
infračeveného žiarenia prechádza ATR kryštálom tak, že sa totálne vnútorne odráža. Tento 
vnútorný odraz vytvára evanescenčnú vlnu, ktorá prechádza nad povrch kryštálu a zasahuje 
do vzorky [43]. Prienik do vzorky sa pohybuje v rozmedzí od 0,5 do 2 μm [44]. ATR teda nie 
je metóda, ktorá preniká do hĺbky vzorky a práve táto malá hĺbka prieniku v kombinácii so 
solvatovanými molekulami hyaluronanu mohli spôsobiť slabý signál. 
V článku [37] sú porovnávané spektrá HA pred a po zasieťovaní zmrazením. V spektre po 
zasieťovaní nedochádzalo k výraznej zmene oproti spektru pred zasieťovaním. Menil sa len 
tvar píkov pri vlnočtoch v 1043 a 1078 cm-1, ktoré odpovedajú vibrácii C–OH. Píky sa po 
zasieťovaní menili z ostrých na tupé. Tento jav v článku priraďujú k zvýšeniu vodíkových 
väzieb. Avšak v nami zmeraných spektrách roztokov hyaluronanu po vystavení nízkym 
teplotám toto zaoblenie píku nepozorujeme. Pravdepodobne to bude spôsobené tým, že autori 
článku ošetrili pH. Karboxylová skupina bola naprotonovaná kyselinou chlorovodíkovou, 
teda zmenená z COO−Na+ na COOH. Naopak naše meranie prebiehalo pri natívnom pH 
a keďže roztok bol pripravený z hyaluronanu sodného, karboxylová skupina bola v podobe 
COO
−
Na
+. Túto skutočnosť dokazuje aj to, že pík pri vlnočte 1045 cm-1 je vyššie položený 
ako ten pri 1080 cm
-1
. V opačnom prípade by boli karboxylové skupiny naprotonované. 
IČ spektroskopia nie je  vhodná metóda na preukázanie zmien v roztoku hyaluronanu po 
Obr. 22: Infračervené spektrá hyaluronanu pred a po vystavení nízkym teplotám 
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vystavení nízkym teplotám. Totiž ak by aj došlo k interakcii medzi reťazcami hyaluronanu 
spôsobenej vodíkovými mostíkmi, z hľadiska IČ spektroskopie nedochádza k takej zmene 
spektra, aby sme to mohli jednoznačne dokázať. 
Oblasť vlnočtov od 1800 do 2300 cm-1 bola zo spektra odstránená kvôli šumu. Oblasť na 
ľavej strane spektra je oblasťou valenčných vibrácií, čiže v skupine dochádza k zmene dĺžky 
väzby. Oblasť na pravo je zase oblasťou vibračných deformácii, kedy dochádza k zmene 
valenčného uhlu. Oblasť pásov odpovedajúca vlnočtom od 3100 do 3600 cm-1 odpovedá 
pásom patriacim všetkým –O–H a –N–H skupinám, či už skupinám voľným alebo skupinám 
obsadených vo vodíkových väzbách. Pás s maximom 2879,201 cm-1 odpovedá symetrickej 
vibrácii C–H v CH3 skupine. Pásy s maximom pri 1602,556 a 1417,423 cm
-1
 odpovedajú 
C=O skupine v karboxylátovom anióne COO−. Vibrácii –CH3 odpovedá pás s maximom pri 
1374,997 cm
-1
 a vibrácii C–O–C v glykozide odpovedá pás s maximom pri 1149,366 cm-1. 
Pás s maximom pri 1079,941 cm-1 odpovedá vibrácii C–O–C v kruhu a vibrácii C–O 
v sekundárnych alkoholoch. Vibrácii C–O v sekundárnych alkoholoch odpovedá aj pás 
s maximom pri 1045,23 cm
-1
. Uvádzané presné čísla maxím vibračných pásov odpovedajú 
spektru hyaluronanu po 3. zmrazení. Tieto maximá sú s menšími odchýlkami zhodné vo 
všetkých spektrách. Vyhodnotenie spektier roztokov hyaluronanu bolo uskutočnené pomocou 
článku [45]. 
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6 ZÁVER 
V tejto bakalárskej práci bolo pomocou mikroreologických meraní zisťované, či je možné 
viacnásobným zmrazením a rozmrazením roztokov hyaluronanu prinútiť reťazce polyméru 
k vzájomnej interakcii, ktorá pretrvá i po rozmrazení roztokov pri laboratórnej teplote. Bola 
overovaná použiteľnosť dvoch mikroreologických metód a to jednočasticovej mikroreológie 
a dynamic light scattering. Infračervená spektroskopia bola použitá ako sprievodná metóda 
popri mikroreologických meraniach. 
Prítomnosť slabých interakcií po zmrazení bola dokazovaná zmenou viskozity roztokov 
hyaluronanu. Viskozita bola vypočítaná zo závislosti MSD polystyrénových častíc na čase, 
ktorú sme získali v softvéri IDL spracovaním sekvencie snímok z natočených videí. 
Pre všetky merania boli použité polystyrénové častice o jednotnej veľkosti 0,5 μm. Meranie 
sme uskutočnili u každej koncentrácie vždy pred 1. zmrazením a po každom ďalšom 
zmrazení. Roztoky boli zmrazené a rozmrazené celkom trikrát. Na meranie bola použitá 
koncentračná rada zložená z koncentrácií 0,01%, 0,1% a 0,5%. 
Získané hodnoty viskozity ukázali, že opakovaný cyklus zmrazenia a rozmrazenia môže 
spôsobovať jej zmeny. Táto skutočnosť však nebola preukázaná pre všetky použité roztoky. 
Nepreukázali sme, že k zmene viskozity došlo u 0,1% roztoku, ktorý absolvoval cykly 
zmrazenia a rozmrazenia s vopred vloženými polystyrénovými časticami. Roztoky o rôznych 
koncentráciách môžu vykazovať rôzne správanie. Je pravdepodobné, že zmenu viskozity 
alebo väčšiu zmenu viskozity by bolo možné dosiahnuť špecifickým upravením podmienok 
zmrazenia pre konkrétne koncentrácie. Preto nemôžeme tvrdiť, že zmrazením 0,1% roztoku 
hyaluronanu zmrazeného spolu s časticami k zmene viskozity nedochádza. K zmene 
nemuselo dôjsť len pri našom meraní, kde sme sa úpravou podmienok ako sú doba zmrazenia, 
teplota zmrazenia a rýchlosť mrazenia nezaoberali. Všetky roztoky boli rovnakú dobu, cca 
19,5 hodiny, mrazené v klasickej mrazničke, ktorá bola užívaná viacerými ľuďmi a teda počas 
dňa niekoľkokrát otváraná. Ako je aj v rešerši uvádzané, podmienkami zmrazenia dokážeme 
výrazne ovplyvniť vlastnosti roztokov hyaluronanu po zmrazení. Pri ďalšom skúmaní by bolo 
dobré ich viac špecifikovať. 
Vo všetkých roztokoch hyaluronanu, v ktorých k zmene viskozity došlo, bola najväčšia 
zmena pozorovaná po 3. zmrazení. Počet cyklov zmrazenia má na vlastnosti roztokov určite 
výrazný vplyv. Z našich meraní nie je možné určiť jednoznačný vzťah medzi viskozitou 
a počtom týchto cyklov. Zatiaľ čo u 0,01% a 0,5% roztoku viskozita po 3. zmrazení stúpla, 
u 0,1% roztoku naopak klesla. 
Zaujímavým zistením je, že zmeny viskozity boli rozdielne pre roztoky, ktoré boli zmrazené 
s vopred vloženými polystyrénovými časticami a pre roztoky, do ktorých boli častice 
pipetované tesne pred meraním. To môže byť spôsobené tým, že reťazce polyméru pri 
zmrazení v prítomnosti guľovitých častíc zaujmú iné postavenie. 
Najväčšie zmeny viskozity boli namerané u 0,01% roztoku zmrazeného spolu s časticami. 
U 0,5% roztoku by bolo možno dobré previesť meranie aj s menšími časticami ako 0,5 μm. 
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Je známe, že výberom veľkosti častíc dokážeme ovplyvniť získané výsledky. Pre viskóznejšie 
roztoky je lepšie použiť častice o menšom priemere. 
Roztoky hyaluronanu o molekulovej hmotnosti 750-1000 kDA, o zvolených koncentráciách 
0,01%, 0,1%, 0,5% sa ukázali ako nevhodné pre meranie DLS. Potvrdilo sa, že DLS nie je 
vhodnou metódou pre vysoko viskozitné roztoky. Je však veľká škoda, že sa kvôli 
vznikajúcim bublinkám nepodarilo dosiahnuť relevantných výsledkov aspoň pre 0,01% 
roztok hyaluronanu. Pri DLS meraní by bola zmeraná viskozita väčšieho množstva vzorky 
ako pri klasickej videomikroreológii. Bola by tak získaná informácia o celkovej viskozite 
zmrazeného roztoku a mohli by sme porovnať výsledky s jednočasticovou mikroreológiou. 
Meranie vo videomikroreológii je síce priemer z troch meraní, ale z troch meraní v troch 
miestach vzorky v kapsule. Do kapsule sa pipetuje len veľmi malé množstvo vzorky (μl). 
Zmrazený roztok hyaluronanu mal celkový objem 5 ml. Ak by náhodou dochádzalo 
zmrazením roztokov k tvorbe agregátov, čo by znamenalo, že roztok sa zmrazením stal 
heterogénny, tak namerané viskozity nemusia zodpovedať celkovej viskozite v roztoku, ale 
len lokálnej viskozite. Vznik heterogénneho roztoku by mohol byť jeden z dôvodov prečo 
k zmenám viskozity dochádzalo. 
U infračervenej spektroskopie sme porovnávali spektrá roztokov hyaluronanu pred a po 
zmrazení. Očakávali sme, že zo spektier roztokov hyaluronanu po zmrazení vyčítame nárast 
vodíkových mostíkov, čo sa malo prejaviť zaoblením píkov pri vlnočtoch 1043 a 1078 cm−1, 
ktoré odpovedajú väzbám C–OH. Žiadne zaoblenie píkov však nebolo pozorované. Nebol 
pozorovaný žiadny nový pík ani žiadny posun píku. Najpravdepodobnejším dôvodom prečo 
sme zaoblenie nepozorovali bolo, že sme neupravovali pH použitých roztokov. V článku, 
ktorým sme sa inšpirovali upravovali pH kyselinou chlorovodíkovou. Infračervená 
spektroskopia nie je vhodnou metódou na dokázanie zmien v roztokoch polyméru po 
zmrazení. 
V práci boli teda použité tri metódy. Len jedna z nich, jednočasticová mikroreológia, nám 
priniesla dôveryhodné výsledky. Použitie mikroreologických techník pre skúmanie roztokov 
hyaluronanu po zmrazení je určite opodstatnené. Lepšie by však bolo ich použitie 
v kombinácii s ďalšou technikou. Tou by mohla byť napríklad makroreológia. Otázkou však 
zostáva či klasická reológia nie je pre tento účel príliš drsnou technikou. 
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8 ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
AFM atomic force microscopy 
ATR attenuated total reflectance 
DLS dynamic light scattering 
EG endoteliálny glykokalyx 
FO forward osmosis, priama osmóza 
FT-IR Fourier transform infrared 
HA hyaluronová kyselina 
IČ infračervený 
IDL Interactive Data Language 
MSD mean square displacement 
PVA polyvinylalkohol 
SPT single particle tracking 
UV ultrafialové žiarenie 
 
 
